esp@cenet — Bibliographic data 



Page 1 of 1 



TUMOUR NECROSIS FACTOR BINDING LIGANDS 



Publication number: 

Publication date; 

Inventor(s): 

Applicant(s): 

Classification: 

- international: 



- European: 
Application number: 
Priority number(s): 



DE69027121 (T2) 
1996-11-14 

RATH J EN DEBORAH [AU]; ASTON ROGER [AU] 
PEPTIDE TECHNOLOGY LTD [AU] 

C12N15/09: A61K38/00; A61K45/00; A61K47/48; 
A61P35/00; A61P35/02; C07K14/47; C07K16/18; 
C07K16/24; C12N 15/02; C12P21/08; C12N5/10; 
C12N15/09; A61K38/00; A61K4S/00; A61K47/48; 
A61P35/00; C07K1 4/435; C07K16/18; C12N15/02; 
C12P21/08; C12N5/10; (IPC1-7): C12P21/08; C07K16/18; 
C07K16/24 

C07K16/24B; A61 K47/48T; A61 K47/48T2C12K 
DE19906027121T 19900807 

AU1989PJ05662 19890807; AU1 989PJ07576 19891124; 
WO1990AU00337 19900807 



Also published as: 

DE69027121 (T3) 
W091 02078 (A1) 
US2008234469 (A1) 
JP2008174559 (A) 
JP20071 97458 (A) 

more » 



Abstract not available for DE 690271 21 (T2) 

Abstract of corresponding document: WO 9102078 (A1) 

The present invention relates to ligands which bind to human tumour necrosis factor alpha (TNF) in a 
manner such that upon binding of these ligands to TNF the biological activity of TNF is modified. In 
preferred forms the ligand binds to TNF in a manner such that the induction of endothelial 
procoagulant activity of the TNF is inhibited; the binding of TNF to receptors on endothelial celis is 
inhibited; the induction of fibrin deposition in the tumour and tumour regression activities of the TNF 
are enhanced; and the cytotoxicity and receptor binding activities of the TNF are unaffected or 
enhanced on tumour cells. The ligand is preferably an antibody, F(ab) fragment, single domain 
antibody (dABs) single chain antibody or a serum binding protein. It is preferred, however, that the 
ligand is a monoclonal antibody or F{ab) fragment thereof. 

Data supplied from the &sp(g>cenet database — Worldwide 



http://v3.espacenet.com/publicationDetails/biblio?CC=DE&NR=69027121T2&KC=T2&FT... 6/2/2009 



® 



BUNDESREPUBUK 
DEUTSCHLAND 




<g> Ubersetzung der geanderten 

europaischen Patentschrift 

® EP 0486526 B2 

DE 690 27 121 T3 



® Int. CI. 



C 07 K 16/18 

C07K 16/24 
A 61 K 47/48 



OEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



® 



Deutsches Aktenzeichen: 

PCT-Akte nzeichen: 

Europaisches Aktenzeichen: 

PCT-Veroffentlichungs-Nr.: 

PCT-Anmeldetag: 

Veroffentlichungstag 
der PCT-Anmeldung: 

Erstveroffentlichung durch das EPA: 

Veroffentlichungstag 

der Patenterteilung beim EPA: 

Veroffentlichungstag 

des geanderten Patents beim EPA: 

Veroffentlichungstag im Patentblatt: 



690 27 121.2 
PCT/AU90/00337 
90 911 467.0 
WO 91/02078 
7. 8. 1990 



2 

rs 



m 
m 

Q 



21. 
27. 



2. 1991 
5. 1992 



22. 5. 1 996 



7. 
30. 



3. 2001 
8.2001 



Unionsprioritat: 

5662/89 
7576/89 



07. 08. 1989 AU 
24. 11. 1989 AU 



© Patentinhaber: 

Peptech Ltd., Dee Why, New South Wales, AU 



4) Vertreter: 

Uexkull & Stolberg, 22607 Hamburg 

Benannte Vertragstaaten: 
CH, DE, DK, ES, FR, GB, IT, Li, NL, SE 



Erf in der: 

RATHJEN, Deborah, Anne, Thornleigh, NSW 2120, 
AU; ASTON, Roger, West Pennant Hills, NSW 2120, 
AU 



<g> BINDELfGANDE FUR TUMORNEKROSISFAKTOR 



CO 



CM 



CM 



01 
CO 



Die berichtigte Ubersetzung 1st gemaft Artikel II § 3 Abs. 4 IntPatOG 1991 vom Patentinhaber 
eingereicht worden. Sie wurde vom Deutschen Patent- und Markenamt inhaltlich nicht g&pruft 



BNSDOCID: <DE 



690271 2 1T3_I_> 



BUNDESDRUCKEREI 07.01 601 350/1/3K 



1 



EP 90911467. O 



Die vorliegende Erfindung betrif ft Liganden, welche an den 
humanen Tumor-Nekroeis-Faktor or (TNP) derart binden, dafi die 
biologische Aktivitat von TNP durch die Bindung modif iziert 
wird. Der vorliegend dargestellte Typ der Modi fikat ion unter- 
scheidet sich von vorhergehenden Beschreibungen von Antikorpern, 
die an TNF-a binden und samtliche Aktivitat von TNF-a inhibie- 
ren. Die neue Erkenntnis zeigt, wie die unterschiedlichen Akti- 
vitaten von TNF-or selektiv inhibiert oder verstarkt werden k6n- 
nen. Ferner betrifft die vorliegende Erfindung eine Zusammen- 
setzung, die ein Molekul umfaSt, welches an TNF gebunden ist, 
und Verf ahren zur Therapie unter Verwendung von TNF und Moleku- 
len, die gegenuber TNF aktiv sind. 

Der Tumor -Nekros is -Faktor a (TNF) ist ein Produkt von akti- 
vierten Makrophagen, das zuerst im Serum von Versuchstieren 
beobachtet wurde, die mit Bacillus Calmette-CSti^yin oder Corvne- 
ba ctgrium gftrvum prasensibilisiert und mit Endotoxin (LPS) pro- 
voziert worden waren . Infolge der Verabreicbung von TNF wurde 
bei bestimraten transplantierbaren Tumoren von Mausen eine ha- 
morrhagische Nekrose beobachtet , wahrend TNF in vitro bei Tumor- 
zellinien zytolytische oder zytostatiscbe Effekte hervorrief . 

Zusatzlich zu seiixen den Wirt schutzenden Effekten ist TNF 
als Verursacher pathologiscber Veranderungen bei Septikamie , 
Kachexie und zerebraler Malaria diskutiert worden. Durcb passive 
Immuniaierung von Mausen mit einem polyklonalen Kaninchenserum 
gegen TNF ist gezeigt worden, dafi Mause vor den letalen Effekten 
von LPS -Endotoxin, dem Ausl6ser des Toxins chocks , geschutzt 
werden, wenn die Verabreicbung vor der Infektion erfolgt. 

Das fur TNF kodierende Gen ist kloniert worden und erlaubt 
die Untersuchung der Brauchbarkeit dieses Monokins als poten- 
tielles Mittel bei der Krebstherapie . Wahrend eine TNF- Infusion 
bei Krebspatienten in klinischen Studien der Stufe 1 zu einer 
Tumorruc kbi 1 dung gefuhrt hat, ist auch uber Nebenwirkungen wie 
Throrabozytopenie , Lymphozytopenie , Hepatoxizitat, Beeintr&chti- 
gung der Niere und Hypertension berichtet worden. Diese mit der 
klinischen Verwendung von TNF zusammenhangenden, auSerst signi- 
f ikanten Nebenwirkungen sind angesichts der vielen bekannten 
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Wirkungen von TNF, von denen einige in der Tabelle 1 aufgeftihrt 
sind, vorhersagbar. 

Tft'fiT^T.'TuS X 

5 BIOLOGISCHB AKTIVITATEN VON TOP 

- GEGEN TUMORE GERICHTET 

- GEGEN VIREN GERICHTET 

- GEGEN PARAS I TEN GERICHTET 

10 

FUNKTIOMf 

zytotoxiscbe Wirkung auf Tumorzellen 
pyrogene Aktivitat 
angiogene Aktivitat 
IS Inhibition der L ipopro t e inl ipas e 

Aktivierung von neut r ophi len Leukozyten 
Osteoklastenaktivierung 

Aktivitat zur induktion von endothelialen, Monozyten- und 
Tumo r z e 1 1 - Ge r ixmung s f ak t o rvor s t u f en 
2 0 Induktion von Oberf lachenantigenen auf Endotbelzellen 

Induktion von IL~6 

Induktion von c-myc und c-fos 

Induktion des EGF - Re zept or s 

Induktion von IL-1 
25 Induktion der TNF-Synthese 

Induktion der GM- CSF~ Syn these 

erhShte Prostaglandin- und Kollagenase- Syn these 
Induktion des Akutphasenproteins C3 

30 von besonderer Bedeutung ist die Aktivierung der Koagula- 

tion, welche als Polge der Aktivierung des Endothels und auch 
der Monozyten des peripheren Blutes durcb TNF auf tritt. Eine 
Verbreitung der intravaskularen Koagulation ist mit einem Toxin- 
schock assoziiert, und viele Krebsforroen e inschl ieSl i ch Magen- 

35 Darm-Krebs, Pankreas- , Prostata-, Mamma- -und Ovarialkarzinome, 
Lungenkrebs, Melanom, akute Leuk&mie, Myelom, myeloprolif erati- 
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ves Syndrom und myeloblast ische Leukamie. Es ist klar, daS sol- 
ctie Modi f ikat ionen der TNF -Aktivitat, durch die die Aktivitat 
sur Tumo r riickb i 1 dung intakt bleibt, andere unerwunschte Wirkun- 
gen wie die Aktivierung der Koagulation aber beseitigt oder 
5 maskiert werden, zu einer vorteilhaf teren Xrebstherapie fCbren 
wurden, wahrend eine vollstandige Aufbebung der TNP -Aktivitat 
zur erfolgreichen Behandlung eine 3 Toxins chocks vorgeschlagen 

V\T3» rd * 

Die Segregation der hormonalen Aktivitat durch die Verwen- 

10 dung von ortsspezif ischen AntikSrpem ( sowohl polyklonal als 
auch manoklonal) kann zu einer verst&rkten hormonalen Aktivitat 
ftihren (Aston et al. , 1989, Hoi. Immunol. 26, 435). Bis heute 
sind wenige Versuche untemonimen wor den , die Antigen! tat oder 
Funktion bestimmten Regionen des TNF-Molekuls zuzuordnen, dessen 

15 dreidimenaionaie Struktur nunmehr bekarmt ist. Durch Zuordnung 
der Funktion zu solchen Regionen wurde die Entwicklung von MAks 
und anderen Liganden fiir therapeut ische Zwecke ermoglicht wer- 
den. Es ist berichtet worden, dafi polyklonale Antikdrper gegen 
die Aminos&uren 1 bis 15 die Bindung des He la R19-Zellrezeptors 

20 durch TNF blockieren (Socher et al. f 1987, PNAS B£t 8829) , wah- 
rend bei monoklonalen Antikorpem, die undef inierte konformatio- 
nelle Epitope des TNF erkennen, gezeigt worden ist, dafi sie die 
TNF-Zytotoxizitat in vitrq irihibieren (Bringman und Aggarwal , 
1987, Hybridoma £, 489} . Die Effekte dieser Anfcikorper auf ande- 

25 re TNF-Aktivitaten sind j edoch unbekannt . 

Die EP-A-0 288 088 beschreibt eine begrenzte Anzahl von 
monoklonalen Antikorpem, von denen gesagt wird, daS sie an 
bestimmte Epitope des humanen TNF binden . Diese Epitope sind in 
den Aminosauren 68 bis 97, 7 bis 37 und 113 bis 127 des humanen 

3 0 TNF enthalten, 

EP-A-0 260 610 of f enbart monoklonale Antikorper, die an 
humane s TNF binden, einschliefilich AM-195 , der durch durch die 
zellinie ECACC 87050801 sekretiert wird r der die zytotoxische 
Aktivitat von huraanem TNF neutral is iert . 
35 Bie Erf inder der vorliegenden Anmeldung haben eine Reihe 

von monoklonalen Antikorpem, die gegenuber dem humanen TNF 
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aktiv sind, hergestellt , und sie haben sie im Hinblick auf ihre 
wirkungen auf den Antitumoref f ekt von TNF { sowohl in vitro als 
auch in vivo) r auf die TNF- Re zep torbindung, die Aktivierung der 
Koagulation { sowohl in vitro als auch in vivo) charakterisiert 
S und deren topographi s che Spezif i tat en def iniert . Durch die sen 
Ansatz konnte gezeigt werden, daS unterschiedliche topographi - 
sche Regionen von TNF -or mit unterschiedlichen Aktivitat en asso- 
ziiert sind. DemgemaS ermdglicht die vorliegende Erfindung die 
Ident i f i z ierung von Antikdrpem oder Liganden, welche die Akti- 

10 vitat von TNF-or selektiv verstarken oder inhibieren, wodurch 
verbesserte therapeutische Mitt el und Therapieplane bereitge- 
stellt we r den, die TNF-ar einschlieEen, 

Nach einer ersten Ausfuhrungsf orm der vorliegenden Erfin- 
dung wird ein Antikorper oder ein Ant ikorper fragment bereitge- 

15 stellt mit der Fahigkeit zur Bindung an TNF, wobei der Antikor- 
per oder das Ant ikorperf ragment dadurch gekennzeichnet 1st, da£, 
wenn er bzw. es an TNF bindet , die Aktivitat des TNF zur Xnduk- 
tion von endothelial en Geriimungsf aktorvorstuf en inhibiert wird, 
wobei der Antikorper oder das Ant ikorperf ragment derart an den 

20 TNF bindet, dafi das Epitop des TNF, def iniert durch die topogra- 
ph is che Region von 1-18, 58-65, 115-125 und 138-149, Oder die 
topographis che Region der Reste 1-18 und 108-128, oder die topo- 
graphische Region der Reste 56-79, 110-127 und 135-155, oder die 
t opographi sche Region der Reste 1-30, 117-128 und 141-153, oder 

25 die topographis che Region der Reste 1-18, oder die topographi - 
sche Region der Reste 22-40, 49-97, 110-127 und 136-153, Oder 
die topographi sche Region der Reste 1-20 und 76-90, oder die 
topographi sche Region der Reste 22-40, 69-97, 105-128 und 135- 

M 

155, im we sent lichen an der Bindung an natiirlich vorkomraende , 

3 0 biologisch aktive Liganden gehindert wird. 

Nach einer zweiten Ausfiahrungsf orm der vorliegenden Erfin- 
dung wird ein Antikorper oder ein Ant ikorperf ragment bereitge- 
stellt mit der FShigkeit, derart an den humanen TNF zu binden r 
dafi, wenn er bzw, es an TNF bindet, die Aktivit&t des TNF zur 

35 Tumor- Fibr inablagerung verstarkt wird, die Aktivitat des TNF zur 
Induktion von endothelialen Gerinnungsf aktorvorstuf en nicht 
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beeinflufit wird, und die Aktivit&ten des TNF zur Zytotoxizitat , 
zur Tumor ruckbi Idling und zur Rezeptorbindung inhibiert werden, 
dadurch gekennzeichnet , dafi, wenn der Antikorper oder das Anti- 
korperfragment an den TNF bindet, das Epitop des TNF, definiert 
5 durch die topogr aphisch.cn Regionen der Reste 12-22, 36-45, 96- 
105 und 132-157, im wesentlichen an der Bindung an riatflxlich 
vor kommende , biologisch aktive Liganden gehindert wird, und/ oder 
daE der Antik6rper oder das Ant ikorper fragment an den humanen 
TNF in den t opographi s chen Regionen der Reste 12-22, 36-45 , 96- 
10 105 und 132-157 bindet . 

Nach einer dxitten Aus f uhrungs f orm der vorliegenden Erfin- 
dung wird ein Ant ikorper oder ein Ant ikorper fragment bereitge- 
stellt mit der Fahigkeit, derart an den humanen TNF zu binden, 
daS die Akti vita ten des TNF zur Tumor- Fibrinablagerung, zur 

15 Induktion von endothelialen Gerinnungsf aktorvorstuf en, zur Zyto- 
toxizitat, zur Tuniorruckbildung und zur Rezeptorbindung nicht 
beeinflufit werden, dadurch gekennzeichnet , da£, wenn der Anti- 
kfirper oder das Ant ikoj^er fragment an den TNF bindet, das Epitop 
des TNF, definiert durch die t opographi s chen Regionen der Reste 

20 22-31 und 146-157, im wesentlichen an der Bindung an naturlich 
vorkoimaende , biologisch aktive Iiiganden gehindert wird, und/ oder 
dafi der Antikorper oder das Ant ikorpe r f r agment an den humanen 
TNF in den t opographi & chen Regionen der Reste 22-31 und 146-157 
bindet . 

25 Nach einer vierten Aus f uhrungs f orm der vorliegenden Erfin- 

dung wird ein Antikorper bereitgestellt mit der Fahigkeit, der- 
art an den humanen TNF zu binden, dafi die Aktivitat des TNF zur 
Induktion von endothelialen Gerinnungsf aktorvorstuf en nicht 
beeinflufit wird, und die AktivitSten des TNF zur Zytotoxizitat, 

3 0 zur Tumorruckbildung , zur Tumor- Fibrinablagerung und zur Rezep- 
torbindung inhibiert werden, dadurch gekennzeichnet, daE, wenn 
der AntikSrper oder das Ant ik6rper fragment an den TNF bindet, 
das Epitop des TNF, definiert durch die topogr aphis chen Regionen 
der Reste 22-40 und entweder 49-98 oder 7G-B7, im wesentlichen 

35 an der Bindung an naturlich vorkommende , biologisch aktive Li- 
ganden gehindert wird, und/oder daE der Antikorper oder das 
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AntiKarperfragment an dan humane TNF in der topograph! schen 
Region der Reste 22-40 und en t we der 49-98 oder 70-87 bindet, 
wobei der Antikorper nicht der AntikSrper AM- 195 ist, der durch 
die Zellinie ECACC 87050801 sekretiert wird. 
5 Bevorzugte Aapekte der vorliegenden Erfindung sind in den 

abhangigen Ansprtichen angegeben . 

Der Antikorper oder das Ant ikorper fragment kann ausgewahlt 
werden aus der Gruppe bestehend aus F (ab) -Fragment en, restruktu- 
rierten Antikorpern (CDR-transplantierte, humanisierte Antikor- 

10 per) , Einzeldomanen-AntikSrpem (dAKs) und einzelkettigen Anti- 
korpern. Es ist j edoch derzeit bevorzugt , da£ der Antik6rper 
oder das Ant ikorper fragment ein monoklonaler Antikorper oder ein 
F{ab) -Fragment davon ist. 

Die vorliegende Erfindung schliefit be sender e monoklonale 

IS Antikorper oder Fragmente davon ein. Diese Antikorper warden 
nachfolgend auf gef Qhrt : 

A) Ein monoklonaler AntikSrper, ausgew&hlt aus der Gruppe 
bestehend ana dan nonoKlonalen Antikoxpem mi t dan Bezeich- 
nungen ,MAb 1, MAb 47 und MAb 54 (vgl. Anspmch 3} . Proben 
der Hybridom-Zellinien, welche MAb 1, MAb 54 und MAb 47 
produzieren, sind bei der European Collection of Animal 
Call Cultures (ECACC) , Vaccine Research and Production 
Laboratory, Public Health Laboratory Service, Centre for 
Applied Microbiology and Research, For ton Down, Salisbury, 

25 Wiltshire SP4 OJG, Vereinigtes Konigreich, hinterlegt wor- 

den - D ^3r MAb 1 wurde am 3. August 1989 hinterlegt und hat 
die Zugriffsnuinmer 89080301 erhalten. Der MAb 54 wurde am 
31. August 1989 hinterlegt und hat die Zugriffsnummer 
89083103 erhalten. Der MAb 47 wurde am 14. December 1989 

30 hinterlegt und hat die Zugriffsnummer 89121402 erhalten. 

B) Der monoklonale Antikorper mit der Bezeichnung MAb 42 {vgl, 
Anspruch 10) , Sine Probe der den MAb 42 produsierenden 
Hybridom- Zellinie wurde bei der European Collection of 
Animal Cell Cultures (ECACC) , Vaccine Research and Produc- 
es tioxi Laboratory, Public Health Laboratory Service, Centre 

for Applied Microbiology and Research, Porton Down, Salis- 
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bury, Wiltshire SP4 OJG, Vereinigtes Konigreich, am 3 . Au- 
gust 1989 hinterlegt und hat die Zugrif f snummer 89080304 
erhalten . 

C) Der monoklonale Antikorper rait der Bezeichnung MAb 2B (vgl. 
5 Anspruch 21) . Eine Probe der den MAb 25 produzierenden 

Hybridom- Zellinie wurde bei der European Collection of 
Animal Cell Cultures (ECACC} , Vaccine Research and Produc- 
tion Laboratory, Public Health Laboratory Service, Centre 
for Applied Microbiology and Research, Porton Down, Salis- 
10 bury, Wiltshire SP4 QJG, Vereinigtes Konigreich, am 14. De- 

z ember 1989 hinterlegt und hat die Zugr iff snumme r 89121401 
erhalten. 

Der monoklonale Antik6rper mit der Bezeichnung MAb 21 (vgl. 
Anspruch 17) . Eine Probe der den MAb 21 produzierenden Hy- 
IB bridom- Zellinie wurde bei der European Collection of Animal 

Cell Cultures (ECACC) , Vaccine Research and Production 
Laboratory, Public Health Laboratory Service, Centre for 
Applied Microbiology and Research, Porton Down, Salisbury, 
Wiltshire SP4 OJG, Vereinigtes Konigreich, am 25. Janu- 
20 ar 1990 hinterlegt und hat die Zugr i f f snummer 90012432 er- 

halten. 

E} Der monoklonale Antik6rper mit der Bezeichnung MAb 53 (vgl. 
Anspruch 19) . Eine Probe der den MAb 53 produzierenden 
Hybridom- Zellinie wurde bei der European Collection of 
25 Animal Cell Cultures (ECACC) , Vaccine Research and Produc- 

tion Laboratory, Public Health Laboratory Service, Centre 
for Applied Microbiology and Research, Porton Down, Salis- 
bury, Wiltshire SP4 OJG, Vereinigtes Konigreich, am 25. Ja- 

nuar 1990 hinterlegt und hat die Zugrif f snummer 90012433 
30 erhalten. 

F) Der monoklonale Antikdrper mit der Bezeichnung MAb 37 (vgl. 
Anspruch 23) P Eine Probe der den MAb 37 produzierenden 
Hybridom-Zellinie wurde bei der European Collection of 
Animal Cell Cultures (ECACC) , Vaccine Research and Produc - 
35 tion Laboratory, Public Health Laboratory Service, Centre 

for Applied Microbiology and Research, Porton Down, Salis- 
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bury, Wiltshire SP4 OJG, Vereinigtes Konigreich, am 3. Au- 
gust 1989 hinterlegt und hat die Zugrif f snummer 89080303 
erhalten. 

5 Die biologischexi Aktivit&teri des TNF, auf die vorliegend 

durch die Begriffe ,r Tumorruckbildung M , "Induktion von endothe- 
lialen Gerinnungsf aktorvorstuf en" , "Xnduktion der Tumor-Fibrin- 
ablagerung", "Zytotoxizitat" und f 1 Re zep t orbindung ,a Bezug genom- 
men wird, sind nach den nachf olgend beschriebenen Verfahren zu 
10 bestimmen. 

Der vorliegend verwendete Begriff "Einzeldomfinen-Antik6r-- 
per" wird zur Bezeichnung solcher Antik6rperf ragmente verwendet, 
wie sie von Ward et al • beschrieben und von diesen Autoren vor- 
geschlagen worden sind (Nature, 341, 544-546 (1989) ) . 
15 Urn das We sen der vorliegenden Erf indung besser verstHndlich 

zu machen , werden nachf olgend bevorzugte Formen derselben unter 
Bezugnahme auf die folgenden Beispiele und begleitenden Figuren 
beschrieben. 

20 Fig. 1 zeigt die Ergebnisse eines Titrationsassays mit 

MAb 1 gegen TNF. 

Fig. 2 zeigt einen TNF/MAb 1- Scat chard- Plot und eine Affi- 
ni tat sbest immung . 

Fig. 3 zeigt den Effekt der monoklonalen Ant i - TNF - Ant i kor - 
25 per 1 und 32 auf die TNF-Zytotoxizitfit bei WEHI-164 -Zellen, 

Fig. 4 zeigt den Effekt von MAb i auf TNF-induzierte Ruck- 
bildung eines soliden Meth A- Tumors. 

Fig. 5 zeigt den Effekt der MAbs l und 25 auf die TNF-indu- 
zierte Meth A Aszites-Tumorruckbildung, 
30 Fig. 6 zeigt den Effekt von Ant i- TNF -MAbs auf die Aktivitdt 

des TNF zur Induktion von endothelialen Gerinnungsf aktorvorstu- 
fen. 

Fig. 7 zeigt den Einbau von markiertem Fibrinogen in Tumo- 
ren von Tumore aufweisenden Mausen und den Effekt von Ant i -TNF - 

35 MAbs . 
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Fig, 8 ist eine s chema t i s che Darstellung von Epitopen des 

TNF. 

Fig, 9 zeigt den Effekt von Anti~TNF-MAbs auf die TNF~indu- 
zierte R&ckbildung von WEHI - 164 - Tumor en . 
5 Fi 3T* 10 zeigt die Verstarkung der TNF- Ruckbi Idungsakt i vi tat 

durch MAb 32 in zwei Experiment en > 

Fig. 11 zeigt die Verstarkung der TNF - induz ie r t en Tumor- 
ruckbi 1 dung durch MAb 32 ~ DosiswirJcung am Tag 1 und Tag 2 . 

Fig. 12 zeigt die Bindung von radioaktiv markiertem TNF an 
10 Rezeptoren auf bovi nen Aorta-Endotbelzellen. 

Fig. 13 zeigt Dntersuchungen zur Rezeptorbindung von TNF, 
komplexiert mit MAb 32 , Kontrollantikorper (-□-> und 

MAb 47 ( ) mit der Me 1 anomze 1 1 ini e MM418E. 

Fig. 14 zeigt Untersuchungen zur Rezeptorbindung von TNF, 
15 komplexiert mit MAb 32 (-♦-}, Kontrollantikorper <-□-) und 
MAb 47 {-■-) mit der Melanomzell inie JGR3 «> 

Fig. 15 zeigt Dntersuchungen zur Rezeptorbindung von TNF, 
komplexiert mit MAb 32 <-♦-), Kontrollantikorper ( ) und 
MAb 47 (-■-) mit der Blasenkarzinom-Zellinie 5637. 
20 Fig. 16 zeigt Dntersuchungen zur Rezeptorbindung von TNF, 

komplexiert mit MAb 32 (-♦-), KontrollantikSrper (-□-» und 
MAb 47 (-■-) rait der Mainmakarzinom-Zellinie MCF7 . 

Fig. 17 zeigt Unt e r suchungen zur Rezeptorbindung von TNF, 
komplexiert mit MAb 32 {-♦-), Kontrollantikdrper {-□-) und 
25 MAb 47 (-■-} mit der Colonkarzinom-Zellinie Bio. 

Fig. 18 zeigt den Effekt der TNF-vermittelten Tumorruck - 
bildung in vjvo durch MAb 32 ( ■ ) , Kontroll-MAb ( □ ) und 
MAB 47 (*) . 

Fig. 13 zeigt den Effekt der TNF-vermittelten Tumor ruckbi 1- 
3 0 dung in vivp durch Kontroll-MAb, MAb 32 und univalente Fab' - 
Fragments von MAb 32. 

Fig. 20 zeigt den Effekt auf die TNF- induz ierte Tumorruck - 
bildung durch Kontroll-MAb { ■ ), MAb 32 ( □ ) und Peptid 301- 
Antiserum { O ) . 

35 F ig* 21 zeigt die Reaktivitat von MAb 32 mit liberlappenden 

Feptiden mit einer Ii&nge von 10 Aminosauren. 
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Fig. 22 zeigt eine schematische, dreidimensionale Darstel- 
lung des TNF-Molekuls . 

Pig. 23 zeigt topographisch die Region der Reste 1-20, 56- 

77, 108-127 und 138-149. 

5 Fig. 24 zeigt topographi sch die Region der Reste 1-18 void 

108-128. 

Fig. 25 zeigt topographi sch die Region der Reste 56-79, 
110-127 und 136-155. 

Fig. 26 zeigt topographi sch die Region der Reste 1-26, 117- 
10 128 und 141-153. 

Fig. 27 zeigt topographi sch die Region der Reste 22-40, 49- 
97, 110-127 und 136-153. 

Fig. 28 zeigt topographisch die Region der Reste 12-22, 36- 
45, 96-105 Und 132-157. 

15 Fig. 29 zeigt topographiach die Region der Reste 1-20 und 

76-90. 

Fig. 30 zeigt topographisch die Region der Reste 22-40, 69- 
97, 105-128 und 135-155. 

Fig. 31 zeigt topographisch die Region der Reste 22-31 und 
20 146-157. 

Fig. 32 zeigt topographisch die Region der Reste 49-98. 

Fig. 33 zeigt topographisch die Region der Reste 22-40 und 

70-87 . 

25 Tiere und Tumorzelli 

In sSmtlichen Experiment en warden weihliche BALB/C-M&use im 
Alter von 10-12 Wochen eingesetzt, we 1 cite von der CSIRO-Tier- 
einrichtung erhalten worden war en . Ein sol icier Meth A- Tumor und 
Meth A-Aszites-Tumorzellinien warden aus dem Labor von Dr. Lloyd 

30 J, Old (Sloan Kettering Cancer Centre) erhalten, und die Fibro- 
sarcoma inie WEHI-164 wurde erhalten von Dr. Geeta Chauhdri (John 

Curtin School of Medical Research, Australian national Univer- 
sity) . 

35 Faaionen md Produktion von Hvbridomzgll^ri 
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M&use wurden durch intraperitoneal Ve r abr e i c hung von 10 //g 
humanem rekombinanten TNF in Freund' s veil standi gem Adjuvans 
immunisiert . Einen Monat spater wurden 10 jug TNF in Freund ' s 
unvo lis tandi gem Adjuvans verabreicht. 6 Woe hen sp&ter und 4 Tage 
5 vor der Fusion erhielten ausgewahlte M&use eine Boost er- In jek- 
tion mit 10 fig TNF in PBS . Die Milzzellen von iramunen Mausen 
warden rait dem My e lorn 2p2/0 nach dem Verfahren von Rath j en und 
Underwood fusioniert {1986, Mol* Immunol . air 441) • Die Zelli- 
nien, bei denen man durch Radioimmunoassay nachweisen konnte, 
10 daS sie Anti-TNF~Antik6rper sezemieren, wurden durch Grenzver- 
dunnung in einer NS.hr schicht von peritonealen Makrophagen der 
Maus subkloniert. Die Bestimmung von Antikorper-Unterklassen 
erfolgte durch ELISA (Misotest, Commonwealth Serum Laborato- 
ries) . 

15 

RadioimmmQ^sftay 

Der TNF wurde unter Verwendung von Lactoperoxidase nach 
Standardverfahren mit lod radioaktiv markiert . Die Kulturuber- 
stande von Hybridomzellen (50 fil) wurden uber Kfacht bei 4 *C mit 

20 X25 I-TNF {20 ooo cpm in 50 fil) inkubiert, bevor 100 /xl Sac-Cel 
(Cellulose, beschichtet mit Ant i- Maus /Rat te-Immunglobulinen 
eines Esels, Wellcome Diagnostics) zugegeben warden und fur 
weitere 20 Minuten bei Raum temper a tur (20 °c) inkubiert wurde. 
Nach dieser Inkubation wurde 1 ml PBS zugegeben, und die Rohr- 

25 chen wurden 5 Minuten lang bei 2500 DpM zentrifugiert . Der Uber- 
stand wurde dekantiert, und der Niederschlag wurde auf gebimdene 
Radioaktivi tat unter sucht . 

&nt4k6rpey/Antik5rDer-KoTnpetitionsassayg; 
30 Die vergleichenden Spezif it;&ten der monoklonalen Antik6rper 

wurden in Kompetitionsassays untersucht , bei denen entweder 
immobilisiertes Antigen (LACT) oder Antikdrper (PACT) eingesetzt 
warden (Aston und Ivanyi, 1985, Pharmac * Therapeut . 22, 403). 

35 FACT 
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Flexible Mikrotiterplatten wurden uber Nacht bei 4 °C mit 
monoklonalem Antikorper (rait Natriumsulf at prazipitierte Globu- 
line aus der Aszitesf liissigkeit der Maus, 100 /ig/ml in Natrium- 
bicarbonat- Puffer, 0,05 M, pH-Wert 9,6) beschichtet, bevor die 
5 unspezifischen Bindungsstellen mit 1 % bovinem Seruroalbumin in 
PBS (BSA/PBS) blockiert wurden. Die Bindung von a25 I-TNF an ittimo- 
bilisierte Antikorper wurde in Gegenwart von variierenden Kon- 
zentrationen eines zweiten monoklonalen Anti-TNF-Antikorpers 
bestimmt . Der Antikorper und der TNF wurden gleichzeitig zugege- 

10 ben und 24 Stunden lang inkubiert, bevor mit PBS Umal) gewa- 
schen wurde und die Vertiefimgen hinsichtlicb der gebundenen 
Radioaktivitat ausgewertet wurden. In Abwesenheit von heterolo- 
gen «» 1( *le«l« Anti^rpexn wurde eine l 00 %i 9 e Bindung f e B t 3 e- 
stellt, wahrend bei Anwesenheit eines Uberschusses an homo lo gem 

IS monoklonalen Antikorper eine I00%ige Kompetition beobachtet 
wurde. Samtliche Verdunnungen erfolgten mit BSA/PBS. 



Die Bindung von Protein A-gereinigten, radioaktiv markier- 
20 ten, monoklonalen Antikorpern an mit TNF beschichtete Vertiefun- 
gen einer Mikrotiterplatte wurde in Gegenwart variierender Kon- 
zentrationen eines zweiten monoklonalen Antikorpers bestimmt. 
Die Mikrotiterplatten wurden mit TNF (50 peg/ml) wia oben be- 
schrieben beschichtet. Die Mengen an kompetierenden Antikdrpem 
25 (50 fil) wurden 4 Stunden lang bei 4 °C auf Platten prainkubiert , 
bevor mit ia5 I markierte raonoklonale Antik6rper (30 000 cpm) fur 
weitere 24 Stunden zugegeben wurden- Nach 4maligera Waschen mit 
PBS erfolgte die Auswertung der an die Vertiefungen gebundenen 
radioaktiven Produkte . Bei Abwesenheit des kompetierenden Anti- 
3 0 kdjrpers wurde eine I00%ige Bindung f estgestellt , wahrend in 
Gegenwart eines Oberschusses an unmarkiertem monoklonalen Anti- 
korper eine !00%ige Kompetition f estgestellt wurde. 



11-164 Zytotoxisr itatsassay 
35 Ein Bioassay tiber die Aktivitfit von rekombinantem TNF er- 

folgte nach Espevik und Nissen-Meyer (1986, J. Immunol. Methods 
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JsLiL 99) . Der Ef fekt ties monoklonalen Antikorpers auf die TNF- 
Aktivitat wurde ermifctelt durch Zugabe des monoklonalen Antik6r- 
pers zu Zellkulturen von ABT90 . 



gassi 



>erimente zur Tiimorrfi ckbildung 

Die Veranderung der TNF - induz i erten Aktivitat zur Tumor - 
ruckbildung durch monoklonale Antikoxper wurde anhand von dxei 
Tumormodellen ermittelt : die subkutanen Tumore WEKI-164 und Meth 
A-Sarcom und der Aszites-Meth A -Tumor. Die subkutanen Tumore 
wurden durch Injektion von ungefahr 5 x 10 s Zellen induziert . 
Hierdurch wurden etwa 14 Tage spater Tumore von 10 bis 15 mm 
gebildet. Die Mause erhielten an vier auf einanderf olgenden Tagen 
eine intraperitoneale Injektion mit huntanem rekombinanten TNF 
(10 fig) plus monoklonalem Antikorper (200 fil Aszites -Globulin) . 
Die Kontrollgruppen erhielten Injektionen von PBS allein oder 
von TNF plus monoklonalem Antikorper gegen bovines Wachs turns - 
hormon. Zu Beginn eines jeden Experiments wurde die TumorgroSe 
im Falle solider Tumore mit einem Greifzirkel oder im Falle von 
Aszites -Mausen durch Wiegen der Tumor- auf weisenden Tiere gemes- 
sen. Diese Messungen erfolgten taglich uber die gesamte Dauer 
des Experiments . 



Radiorezer>toraRgaYs 

Bis zur Konfluenz kultivierte WEHI- 164 -Zellen wurden durch 
Abschaben geerntet und einmal mit 1 % BSA in Hank's balancierter 
Salzl6sung (HBSS, Gibco) gewaschen. 100 fil unmarkierter TNF (1- 
10 000 ng/R6hrchen) oder monoklonaler Antikorper (l Of ache Ver- 
dunnungen, beginnend mit l in 10 bis l in loo 000 Aszites-Globu- 
lin) wurden 50 /*1 125 I-TNF (SO 000 cpm) zugegeben. Die WEHI-Zel- 
len wurden anschliefiend zugegeben (200 fil, enthaltend 2 x io 6 
Zellen) . Diese Mischung wurde in einem geschuttelten Waseerbad 
3 Stunden lang bei 37 'C inkubiert. Nach Ablauf dieser Inkuba- 
tion wurde 1 ml HBSS zugegeben, und die Zellen wurden 30 Sekun- 
den lang bei 16 000 DpM zentrifugiert . Der Oberstand wurde ver- 
worfen, und ira Ze 1 1 ni e der s chl ag gebundener X35 I-TNF wurde ge- 
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zahlt • Saint liche Verduimiingen erf olgten in 1 % BSA enthaltender 

Induktion endptft elialer Zelle n zu r Bildung von Gerinnunorsf aktor- 
5 vorstufen durch twf 

Bovine Endothelzellen der Aorta (Passage 10) wurden bei 
37 °C in 5 % C0 2 in RPMI-1640 kultiviert, welches 10 % fdtales 
Kalberserum (FCS) , Penicillin, Streptomycin und 2-Mercaptoetha- 
nol enthielt. 2ur Indukt ion der Aktivitat zur Bildung von Ger- 

10 iimungsfaktorvorstufen durch TNF warden die Zellen mit Trypsin 
behandelt und nach dem Protokoll von Bevilacqua et al . . 1986 
(PNAS SI, 4533) auf cos tar- Flatten mit 24 Vertiefungen ausge- 
plattiert. TNF (0-500 Einheiten/Kultur) und moixoklonaler Anti- 
korper (Verdunnung von l : 250 von Aszi tee -Globulin) wurden nach 

15 dem Waschen der kon.flu.en ten Einzellschicht mit HBSS zugegeben. 
Die Zellen wurden nach 4 stunden durch Abschaben geemtet, ein- 
gefroren und mit Ultraschall behandelt. Die gesamte zellulare 
Aktivitat zur Bildung von Gerinnungsf aktorvorstuf en wurde er- 
mittelt durch die Recalcif ikationszeit von normal em Spenderplas- 

20 ma mit geringer Plattchenzahl bei 37 °C, wobei 100 pi mit Citrat 
behandeltes Plasma mit geringem Plattchenanteil 100 pi Zellysat 
und 100 pi calciumchlorid (30 mM) zugegeben und die zur Klump- 
chenbildung erf order liche Zeit auf gezeichnet wurden. In einigen 
Experiment en erfolgte die Zugabe des Tumorzellkulturuberstandes 

25 zu Endothelzellen, die mit TNF und/ ode r monoklonalem Antikdrper 
(Endkonzentration 1:2) behandelt worden waren. 

Ejnbau von 12S I- Fibrinogen i n Tumore von Mausen. die mit TNF imri 
monoklonalem Antik6r-r>e-r behandelt wurden 

30 um den Effekt von TNF und von monoklonalen Antikorpem auf 

die Fibrinbildung in yivp zu untersuchen, erhielten BALB/C-Mause 
subkutane Injektionen mit WEHI- 164 -Zellen (10 s Zellen/Tier) . Nach 
7-14 Tagen, wenn die Tumore einen Durchmesser von ungefahr 1 cm 
erreicht hat ten, erhielten die Tiere eine intraperitoneale In- 

35 jektion rait TNF (10 /tg/Tier) und mit la5 I-markiertem humanen 
Fibrinogen (7,5 pq/Tiex, 122 AiCi/mg, Amershatn) entweder allein 
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Oder in Gegenwart von monoklonalen Antikorpern gegen den humanen 
tnf (200 jtl/Tier Aszites -Globulin) . Der raonoklonale Antikorper 
gegen bovine s Wachstumshormon wurde als monoklonaler Kontroll- 
Antik6rper eingesetzt . Zwei Stunden nach der TNF -Infusion wurde 
5 der Einbau von 12S I-markiertem Fibrinogen in das Mausgewebe er- 
mittelt, indem ein Stuck des Gewebes entfemt, gewogen und zum 
Zahlen der radioaktiven Zerfalle in ein 7-Zahlgeart uberfuhrt 
wurde . 

Insgesamt wurden 13 monoklonale Antikorper isoliert, die 
10 mit humanem TNF reagieren. Diese monoklonalen Antikorper wurden 
bezeichnet mit MAb 1, MAb 11, MAb 12 , MAb 20, MAb 21, MAb 25, 
MAb 31, MAb 32, MAb 37, MAb 42, MAb 47, MAb 53 und MAb 54. Der 
Effekt dieser monoklonalen AntikSrper auf die biologische Akti- 
vitat von humanem TNF ist in Tabelle 2 dargelegt. 
15 Aus Tabelle 2 ist ersichtlich, da£, obgleich einige mono- 

klonale Antikorper sowohl die Ant i - Tumor - Akt ivi tat als auch die 
Aktivierung der Koagulation durch humanen TNF inhibieren (MAb 1, 
47 und 54), nicht alle Antikorper, die die Ant i- Tumor- Akt ivi tat 
inhibieren, die Aktivierung der Koagulation entweder in vitro 
20 oder in vivo inhibieren (MAb 11, 12, 25 und 53). In der Tat 
verstarkte der MAb 21, welcher die Tumorruckbildung inhibierte , 
die Aktivierung der Koagulation i*.^. 
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TABBLLK 2 

E FFgKT DgR MQNQKU3NALEN ANTIK6RP ER AUF DTK TNF-BTOAKTTV1 

MONOKLONALKR ANTPCQRPER 





TNF- 1 
BIOAKT1VITAT 


11 12 20 21 


25 


31 




37 


42 47 53 54 




Zytotoxizitat 


0 




0 


0 


0 


0 




Tumorruckbi) dung 


o 




0 


+ 


0 


0 


10 


Indukrion v» (endo- 
thelialen) Gerinnuogs- 
faktox- 
vorstufen 


0 0 - - 


0 


0 




0 




15 


Fibrinablagenmg 
(Tumor) 


4- + 


+ 


If- 




0 


o 




Rezeptorbindung 
(WBHM64) 


0 




0 


+/0* 


0 


0 



+ Verstarkung 
20 0 Kein Effekt 

Inhibition 

* Abhangig von der MAb- Konzentration im Falle von WEHI-164- 
Tumorzellen und vota Tymortyp {vgl. Fig. 3, 13-17). 

25 

Die MAbs 1, 47 und 54, von denen in Kompetitions-Bindungs- 
studien gezeigt worden ist, dafi sie ein Epitop von TNF gemeinsam 
teilen, weisen in hohem Mafie erwttnschte Eigenschaf ten bei der 
Behandlung eines Toxins chocks und anderen Zust&nden einer bakte- 

30 riellen, viralen und parasitaren Infektion auf, bei denen die 
TNF-Spiegel hoch sind und eine vollst&ndige Neutral is ierung von 
TNF erf ordera . Andere monoklonale Antikorper wie der MAb 32 sind 
eher als Mittel zur gemeinsatnen Verabreichung mit TNF im Rahmen 
einer Krebstherapie angemessen, da sie die Tumorruckbi Idling 

35 nicht inhibieren, die Aktivierung der Koagulation j edoch inhi- 
bieren. Diese Form der Therapie ist besonders angezeigt in Ver- 
bindung mit zytotoxischen Arzneimitteln, die bei der Krebsthera- 
pie verwendet warden, welcbe die Aktivierung der Koagulation 
durch TNF potentieren konnen (z.B, Vinblastin, Azyklovir, INF-a, 

40 XL- 2, Dactinomycin, AZT, Radio therapie, Adriamycin, Mytomycin C f 
Zytosinarabinosid, Daunorubicin, Cisplatin, Vincristine 5-Fluo- 
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rouracil, Bleomycin (N. Watanabe et al . , 1988, Immunopharmacol . 
Immunotoxicol . Ill, 117-127) , oder bei Er kr ankungen , bei denen 
die TNF- Wert e in bestimmten Stadien niedrig sind (z .B. AIDS) und 
bei denen Individuen mit AIDS zusammenhangen.de Krebsformen auf- 
5 weisen konnen, wie 2.B. Kaposisarcom, Non - Hodgkins - Lymphom und 
Kar z inom des schuppenforraigen Typs. 

Der monoklonale Antikorper MAb 1 verfugt uber die folgenden 
Eigenschaften: 



10 l. Er bindet den humanen rekombinanten TKF-a, nicht aber huma- 

nes Lympho toxin <TNP-i3) oder humanes Interferon. Pemer 
kreuzreagiert der MAb 1 nicht mit rekombinantem raurinen TNP 
1) ■ 

2. Der MAb l gehSrt zum Immunglobulintyp IgGl, K mit einer 
15 ges chat z ten Af finitat von 4,4 x 10" s Mol/Liter (Fig. 2). 

3 . Der MAb neutralisiert den zytotoxischen Ef f ekt von rekom- 
binantem humanen TNF gegenuber kultivierten WEHI-lS4-Fibro- 
sarcomzellen der Maus. l fig des MAb l neutralisiert unge- 
fahr 156,25 Einheiten von TNF in vitro (Fig. 3). 

20 4. Der Mab 1 neutralisiert die Aktivitat des TNF zur Tumor - 

ruckbildung bei den folgenden Maus-Tumormodellen in vivo : 
subkutaner, solider WEHI- 164 -Tumor, subkutaner, solider 
Meth A-Tumor und Meth A-Aszites- Tumor (Fig. 4, 5 und 9) . 
5. Der MAb 1 verhindert in Mausen, die mit Malariaparasiten 
25 infiziert sind, eine durch den humanen TNF verursachte 

Schadigung des Nervensys terns . 
. . xn M o r .^to IMMya verhinde « «, t ^ Bindung ™ „ 
an Rezeptoren auf WEHI-164-Zellen (Tabelle 3) . 

7. Der MAb 1 inbibiert die Induktion der prokoagulierenden 
30 Aktivitat (Gewebef aktor} von kultivierten, bovinen Aorta- 

Endothelzellen <Fig. 6) . 

8. Der MAb 1 reduziert die Aufnahme von i25 X- Fibrinogen in 
Tumoren von Hansen, die mit TNF behandelt warden {Fig. 7) . 

9. Der MAb 1 kompetiert hinsichtlich der Bindung von 125 I«TNF 
35 und teilt sich demgemaS ein uberlappendes Epitop mit den 
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f olgenden monoklonalen Antik6rpem: 21, 25, 32, 47, 54 und 
37. 

10. Der MAb 1 kompetiert nicht hinsichtlich der Bindiing von 
* 2S X~TNF mit den f olgenden monoklonalen Antikorpern: XI, 12, 
42, 53, 31 und 20 (Fig. 8) . 



RADIQREZEPTORAg 

10 len porch !vpyh i 



WBHI-164-ZBL- 



BEHAHDLUMG 



MAb 1 1/10 
1/100 
15 1/10O0 

1/10 000 
1/100 000 

kalter TNF {ng/Rohxciien) 

10 000 
20 5000 

1000 
500 
100 
10 

25 1 

0 



% SPEZ1FISCHE BINBUNG 



73 
105 



0 
0 
0 

10 

€4 
108 
100 



30 



35 



40 



Der MAb 32 ist ein IgG2b, K-Antik6rper mit einer Af f initAt 
fur den humanen TNF-a von 8,77 x 10'» Mol /Liter, wie durch Scat- 
chard-Analyse ermittelt wurde. Dieser monoklonale Antik6rper 
reagiert weder mit dem humanen TNF-B (Lymphotoxin) noch mit dem 
TNF-a der Maua. 

Wie in Figur 3 dargestellt ist, inhibiert der MAb 32 nicht 
die TNF-Zytotoxizitat in vitro, wie in dem WEHI- 164 -Assay er- 
mittelt wurde. 

Der monoklonale Antikdrper 32 verst&rkt die TNF-AktivitAt 
zur mduktion der Tumorruckbi ldung gegenuber WEH1 - 1 64 -Fibrosar- 
comtumoren, die BALB/c-MAusen subkut&n implantiert wurden, bei 
einer TNF-Dosis von 10 jug/Tag (vgl. Fig. 10 und 11) . Dieses 
Merkmal ist nicht alien monoklonalen Antikorpern gemeinsam, die 
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gegen den TNF gerichtet sind {Fig. 9), ergibt sich aber aus der 
Spezifitat des MAb 32 fur die Bindungss telle (Fig. e) , wodurch 
eine groBere, von dem Rezeptor verraittelte Aufnahme von TNF in 
Tumorzellen erm6glicht wird (s. Tabelle 4). 

TABELLE 4 

BICTDPNG VON TNF AW REZEPTOREN AUF WEHI-164-ZBLLEN TO GEGENWART 
VON MAb 3 g 



10 



3» «5 



% BXNBUNG 125 I-TNF 



MAb - VERDftNlTONG 



KONTROLL - MAb 



1/10 
1/100 
1/1000 
1/10 000 
1/100 000 



MAb 32 



36 
74 
101 
92 
97 



141 
88 
83 



20 



25 



30 



35 



Die steigerung der TNF-Aktivitfit durch den MAb 32 bei nied- 
rigeren TNF-Dosierungen ist derart, daE mindestens lOmal weniger 
TNF erforderlich ist, urn dasselbe AusmaS an Tumorruckbildung zu 
erzielen (s. Fig. 11 und 18). Die Brgebnisse fur Tag 1, 2,5 fig 
und 1 ng TNF, und fur Tag 2, 5 fig, 2,5 *ig und 1 *ig, erweisen 
sich in einem T-Test mit p <0, 01 als statistisch signifikant. 
Diese Steigerungsrate erhSht auch die tiberlebensrate von Rezi- 
pienten, da die verwendete niedrigere Dosis an TNF nicht toxisch 
ist. Die Fig. 19 zeigt, daE univalente Fab- Fragment e des MAb 32 
ebenfalls und in derselben Weise wie der gesamte MAb 32 eine 
Verstarkung der TNF - induz i erten Tumo r rue kb i 1 dung verursachen 
(siehe unten) . 

Der MAb 32 inhibiert die Expression von Gerinxrungsf aktoren 
auf Endothel zellen, die normalerweise durch Inkubation der kul- 
tivierten Zellen mit TNF induz iert werden (s. Fig. 6) . Dieses 
Ansprechen kann durch einen zuvor nicht identif izierten TNF- 
Rezeptor vermittelt sein, der von dem auf anderen Zellen gefun- 
denen Rezeptor verschieden ist. 

Dmgekehrt verstarkt der MAb 32 die in vivo-Akttivi Pnmg der 
Koagulation innerhalb des Tumorbettes , wie durch den Einjbau von 
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radioaktiv markiertem Fibrinogen gezeigt wird (Fig. 7) . Dies 
kann auf die Aktivierung von Gerinnungsf aktorvorstuf en von Mono- 
zyten/Makrophagen zuruckzuf iiliren sein und kann zur weiteren 
Aufklarung des Mechanismus der TNF-induzierten Tumarriickbildung 
5 beitragen. 

Die mit dem MAb 32 erhaltenen Ergebnisse sind ira Vergleich 
zu anderen Anti-TNF-MAbs in Tabelle 2 dargestellt. 

Die Fahigkeit von MAb 32 und MAb 47 zur Inhibition der 
Bindung von TNF an Endothelzellen wurde ebenfalls ermittelt. 

10 Bovine Aorta -Endothel (BAE)-Zellen (Passage 11) wurden auf Kul- 
turachalen mit 24 Vert i e f ungen (Corning) ausplattiert , welche 
zuvor mit Gelatine (0,2 %) beschichtet worden waren, und die 
Zellen wurden bis zur Xonf luenz kultiviert in McCoys 5A (raodifi- 
ziertem) -Medium, erganzt mit 20 % f6talem Kalber serum. Fur den 

15 Radiorezeptorassay wurden saratliche Verdunnungen (von kaltem TNF 
und MAbs) in diesem Medium durcbgef tihrt . Die BAE- Zellen wurden 
1 Stunde lang in Anwesenneit von entweder kaltem TNF (o bis 
100 ng) oder MAb (Aszites-Globuline, verdunnt l/loo bis 
1/100 000} und iodiertem TNF inkubiert (50 000 cpm) . Nacb Ablauf 

20 des genannten Zeitraums wurde das Medium abgezogen, und die 
Zellen wurden vor deren Lyse mit 1M Natriumbydroxid gewaschen. 
Das Zellysat wurde anschliefcend hinsichtlich gebundenem radio- 
aktiven TNF ausgewertet. Die spezif ische Bindung von markiertem 
TNF an die Zellen wurde sodann ermittelt. 

25 Die bei diesem Assay mit MAb 32, MAb 47 und einem Kontroll- 

MAb erhaltenen Ergebnisse sind in Figur 12 dargelegt . 

Die bei dem Verklumpungsassay unter Verwendung von in Ge- 
genwart von TNF und Ant i- TNF -MAb kultivierten BAE- Zellen erhal- 
tenen Ergebnisse korrelieren mit den Ergebnissen, die im BAE- 

3 0 Radiorezeptorassay erhalten wurden, d.h. MAbs, welche die Induk- 
tion von Gerinnungsf aktoren auf der Oberflache von Endotbelzel- 
len innibieren (wie durcb die Steigerung der Gerinnungszeit im 
Vergleich zu TNF alleine gezeigt wurde) , innibieren auch die 
Bindung von TNF an seinen Rezeptor. Dies wird durch die MAbs 32 

35 und 47 beispielhaft veranscbaulicht . 
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Der MAb 32, we 1 cher die TNF-Bindung an WEHI-lS4-Zellen 
nicht inhibiert, inhibiert die Bindung von TNF an Endothelzel- 
len. Dieses Ergebnis stutzt die Hypothese, daS auf dem TNF-Mole- 
kul unterschiedl iche funktionelle Stellen exist ieren, nnd dafi 
5 diese Stellen mit unterschiedl ichen Rezeptor-Subpopulationen auf 
verschiedenen Zelltypen interagieren. DemgemaS sind Liganden, 
welche an def inierte Regionen des TNF binden, in der Lage, die 
biologischen Effekte von TNF zu modif izieren, indem seine Bin- 
dung an bestiramte Rezeptor- Subtypen limitiert wird. 
10 Wie in Figur 12 dargestellt, ist der MAb 4 7 ein besonders 

potenter Inhibitor der TNF-Interaktion mit Endothelzellen, wobei 
die prozentuale spezif ische Bindung bei einer Verdunnung von 
1/100 bis 1/10 000 effektiv Null ist. 



UHTERgneHnHKWM 



HUNAMEN TNF AN HUMANE KRW: 



Es ist gezeigt worden , daS der MAb 32 die Anti -Tumor -Akti - 
vitat von humanem TNF verstarkt. Die der Verstarkung zugrunde- 
liegenden Mechanismen kSnnen eine Beschrankung der TNF -Bindung 

20 an bestitnmte (Tumor) Rezeptor- Subtypen, nicht aber an andere 
(endotheliale) einschlieSen mit nachf olgender Verminderung der 
TNF-Toxizitat gegenuber Nicht-Tumorzellen. Dieser Mechanismus 
erfordert bei in, vitrp- Assays keine erhShte Aufnahrae von TNF 
durch Tumor zellen. Zusatzlich potenziert der MAb 32 auch die 

25 direkte Bindung des humanen TNF an TNF-Rezeptoren auf bestimmten 
humanen Karzinomzellinien. 

M a te ria l , ! en ujad Methods 

Die folgenden humanen Karzinomzellinien sind hinsichtlich 

30 der verstarkt en, Rezeptor- vermittelten Aufnahme von TNF in Ge- 
genwart von MAb 32 analysiert worden : B10, CaCo, HT 29, SXC01 
(samtlichst Colonkarzinome, 5637 (Blasenkarzinom) , MM418E (Mela- 
nom) , IGR3 (Melanom) , MCF 7 (Mammakarzinom) . Die Zellen wurden 
entweder in RPMI-1640 (MM418E) , DMEM (CaCo und IGR 3) oder in 

35 Iscoves-modifiziertem DMEM (BIO, HT 29, SK01, S637, MCF 7) pro- 
pagiert, erg&nzt mit 10 % fStalem Kalber serum, Penicillin/Strep- 



BNSDOOID; <DE 



69027121T3J_> 



« « 



« 



• 
* 



• » * • 
* 



* 

c 



a • 



v 

• « 
c a # * 



* 
« 



« * 



* • 

« 
• 



- 22 - 



tomycin und L^Glutamin. Die Re zept or assays wur den wie zuvor fur 
die Endothelzellen beschrieben durchgefuhrt mit der Abweichung, 
dafi die Inkubationszeit mit iodiertetn TNF fur alle bis atuf die 
Bio-Zellen, welche mit der radioakt iven Markierung 1 Stunde lang 
5 inkubiert warden, auf 3 Stunden verlangert wurde. 

ERGEBHISSE 

Eine erhdhte TNF-Aufnahme in Gegenwart von MAb 32 durch die 
untersuchten Mel anomz el 1 i ni en MM418E und IGR 3 (Pig. 13 und 14) , 

10 detn Blasenkarzinom 5637 (Fig. 15} und dem Mammakarzinom MCF 7 
(Fig, 16) wurde beobachtet. Der MAb 32 ftihrte bei keiner der 
anderen Zellinien zu einer Bee influa sung der TNF-Rezeptor-Inter~ 
aktion, wie durch BIO {Fig, 17) gezeigt wird- Der MAb 47, von 
dem gezeigt worden ist, dafi er die TNF-Bindung an WEKX-164-Zel- 

15 len und Endothelzellen inhibier t , und welcher ebenfalls die TNF- 
vermittelte Tumorrtickbildung inhibiert, fxihrte zu einer bemer- 
kenswerten Inhibition der TNF-Bindung an saint liche der unter- 
suchten Zellinien (Fig. 13-17) . 

Die Rezeptorbindungsanalysen haben einen zweiten Mechanis-* 
mus auf gezeigt, durch den der MAb 32 die Anti-Tumor-Aktivit&t 
von TNF potenzieren kann. Dieser zweite Weg zur Verst&rkung des 
TNF resultiert aus der erhohten Aufnahme von TNF durch samtliche 
25 Tumorrezeptoren in Gegenwart von MAb 32, 

VERSTARKONa beb Tm^SBmXX^im JSa^BfiO BB^ tn vivo ifflBSa 

M ftfc 33 '□NIVA I^ EN TE FAB* -FRAGMENTE VON MAB 32 

Die Untersuchungen zur Tumor ruckb i Idung warden wie oben 
30 beschrieben mit M&usen durchgefuhrt , die subkutane WEHI-164- 
Tumore aufwiesen (K? m 5 Tiere/Gruppe) . Die Ermittlung der Tu- 
mor groSe erf olgte taglich w&hrend der gesamten Dauer des Experi- 
ments. Die unter Verwendung von MAb 32 erhaltenen Ergebnisse 
sind in Fig. 22 dargestellt und zeigen die mittlere, prozentuale 
35 Standardabweichurig der ver&nderung des Tumorbereichs zum 2eit- 
punkt der Beendigung der Behandlung (Tag 2) (■ MAb 32: □ Kon- 
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troll -MAb: 'MAb 47) . Die zwischen den mit dem Kontroll-MAb-TNF 
und den mit MAb 32-TNF behandelten Gruppen beobachteten Onter- 
schiede erweisen aich in einem T-Test bei p <0, 01 als stati- 
stisch signif ikant . 

5 Die unter Verwendung der univalent en FAb' -Fragment e von 

MAb 32 erhaltenen Ergebnisse sind in Fig. 19 dargestellt . Die 
Ermittlung der TumorgroSe erfolgte taglich wahrend der gesamten 
Dauer des Experiments . Die Ergebnisse zeigen die mittlere pro- 
zentuale S t andardabwe i chung der Veranderung des Tumorbereichs 
10 zum Zeitpunkt der Beendigung der Behandlung (Tag 2} . Die Unter - 
schiede zwischen den mit dem Kontroll-MAb-lOF und den mit 
MAb 32-TNF behandelten Gruppen erweisen sich in einem T-Test bei 
P <0,01 als statistisch signif ikant . 



15 TNF-INDUZIBRTE THMORRtJCKB I LDUNG : EFFECT VON RNTT - PEPTTT) 3m - 

Die Fig. 20 zeigt die prozentuale Veranderung des Tumorbe- 
reichs in Tumor- tragenden Mausen, die 3 Tage lang mit TNF plus 
Kontroll-MAb (Antikorper gegen bovines Wachstumshormon) , TNF 
20 plus MAb 32 Oder TNF plus Antiserum (Globulinf raktion) gegen das 
Pep t id 301 behandelt wurden . In einem ungepaarten T-Test unter - 
scheidet sich die Kontrollgruppe signif ikant von beiden Test- 
gruppen (MAb 32, Antiserum 301) , wahrend sich die mit Mab 32 und 
mit Pept id- Antiserum 301 behandelten Gruppen untereinander nicht 
25 signif ikant unterscheiden . {Kontrolle gg. MAb 32, p < 0,002; 
Kontrolle gg. Antipeptid 301, p < 0,025) . Demgemafi verursachen 
Antiseren, die unter Verwendung eines Pept ids generiert wurden, 
welches einen Teil der MAb 32-Spezif it&t umfafit, ebenfalls eine 
TNF-Verst§.rkung der Tumorriickbildnng. 
30 wie in Fig. 9 dargestellt wird, haben Korapetitions-Bin- 

dungsstudien gezeigt, dafi die 13 monoklonalen Antikorper in zwei 
Hauptgruppen unterteilt we r den konnen, namlich MAbs 1, 21, 47, 
54, 37, 32 und 25, und MAbs 11, 12, 53 und 42. AnschlieSend 
wurden Experimente durchgef uhrt , urn die Regionen des humanen 
TNFs zu identif ieren, die von diesen monoklonalen Antik6rpern 
erkannt werden . 
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£EGICMEN PES HOMA^Kr 



NALEN ANTT KQRFERN ERKANNT WERDEN 
Methoden 

5 l. Uberlappende Peptide mit einer Lange von 7 und 10 Aminosau- 
reresten wurden auf Polypropyleixpins synthetisiert nach dem 
Verfahren von Geysen et al., 1984, PNAS 81, 3998-4002. Die Uber- 
l*ppung betrug S bz„. 9 Res te, und S e m ein a am d.=tt,„ die Peptide 
die gesamte Aminos&uresequenz von TNF ab. Die Peptide warden 

10 hinsiclitlich der Reaktivitat gegenuber den MAbs durch ELISA 
untersucht. MAbs, die die TNF -Reaktivitat aus der vorhergehenden 
Inkubation mit vollstandigetn TNF absorbiert batten, wurden eben- 
falls auf Reaktivitat gegeniiber den Peptiden untersucht und 
dienten als negative Kontrolle. 

15 2. Langere Peptide von TNF warden wie nachfolgend beschrieben 
synthetisiert . Diese Peptide warden verwendet f urn nach der fol- 
genden vor gehens we i s e Antiseren in Schafen zu generieren. Meri- 
no-Schafe erhielten eine erste In j ektion mit TNF - Pep t id, kon- 
jugiert mit Ovalbumin und emulgiert in Fr eund ' s vollstandigern 

2 0 Adjuvans, und erhielten in Abstanden von 4 Wochen Boost -Inj ek~ 

tionen mit Pep t i d - Ovalbum i n , und die Seren wurden mittels Radio- 
immunoassay auf Anwesenheit von Anti-TNF-Antikorpern untersucht • 
ttoter den genannten Peptiden fuhrten lediglich die Peptide 275, 
301, 305, 306 und 307 zu Seren, die mit dem gesamten TNF reagie- 
25 ren. Die positiven Seren warden anschlieSend in kompetitiven 
Bindungsassays (PACT-Assays) mit den MAbs eingesetzt . 

Die folgenden Peptide warden synthetisiert und werden unter 
Verwendung des iiblichen Dr e ibuchs t abenkode s fur jede Aminosaure 

beschrieben, wobei die TNF -Sequenz region in Klammern angegeben 
30 ist . 

Pep t id 275 

H-Ala-Lys-Pro^Trp-Tyx-Glu-Pro-Ile-Tyr-Leu-OH (111-120) 
Peptid 3 01 

3 5 H-Val-Arg-Ser-Ser»Ser-Arg-Thr--Pro-Ser-Asp-LyS"Pro-Val--Ala-His- 

Val- Val -Ala- OH (1-18) 
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Peptid 302 

H-Leu-Arg-Asp-Asn-Gln-Leu-Val-Val~Pro-Ser-Glu-Gly-Leu-Tyr-Leu~ 
Ile-OH (43-58) 

id 304 



5 H-Leu-Phe-Lys-Gly-Gln-Gly-Cys-Pro-Ser-Thr-His-Val-Leu-Leu-Thr- 
His-Thr-Ile-Ser-Arg-Ile-OH (63-83) 
Peptid 3Q5 

H-Leu-Ser-Ala-Glu-Ile-Asn-Arg-Fro-Asp-Tyr-Leu-Asp-Phe-Ala-Glu- 
Ser-Gly-Gln-Val-OH (132-150) 
10 Fepf.-i.ri 3 0fi 

H-Val-Ala-His-Val-Val-Ala-Asn-Pro-Gln-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-OH 
(13-26) 

Peptid 307 

H-Ala-Glu-Gly-Gln-Leu-Gln-Trp-Leu-Asn-Arg-Arg-Ala-Asn-Ala-Leu- 
15 Leu-Ala-Astl-Gly-OH (22-40) 
Pent Id 3 08 

H - Gly- Leu- Tyr - Leu - lie- Ty r - Ser - Gin- Val -Leu - Ptie -Lys - Gly- Gin- Gly-OH 

(54-68) 
Peotiid ^9 

2 0 H-His-Val-Leu-Leu-Thr-His-Thr-Ile-Ser-Arg-Ile-Ala-Val-Ser-Thr- 
Gln-Thr-Lys-Val-Asn-Leu-Leu-COOH (73-94) 

Peptid 333 

H-Thx-Ile-Ser-Arg-ile-Ala-Val-Ser-Thr-Gln-Thr-OH (79-89) 

2 5 Diese Peptide wurden nach der folgenden allgemeinen Vor- 

gehensweiae synthetisiert . 

Die Syn these samtlicher Peptide erf olgte unter Anwendung 
des Fmoc-Polyamid-Verfahrens der Festphasen-Peptidsynthese (At- 
herton et al. , 1978, J. Chem. Soc. Chem. Comraun. , H, 537-539) . 

30 Das verwendete feste Harz war PerSyn KA, welches ein Polydime- 
thylacrylamidgel auf einem Kieselgur-Trager ist tnit 4 - Hydroxytne - 
thylphenoxyessigsaure als runlet ional is iertem Linker (Atherton et 
al., 1975, J. Am. Chem. Soc, S_Zr 6584-6585). 

Die carboxyterminale Amino saure wurde an den f est en Trager 
35 mittels einer DCC/DMAP-vermittelten syrametrischen Anhydridver- 
esterung angehef tet . 
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10 



Samtliche Fmoc-Gruppen wurden durch Waschung mit Piperi- 
din/DMF entfernt, und die Peptidbindungen wurden entweder uber 
aktive Fen taf luorpheny lest er Oder direkt durch BOP/NMM/HOBt 
(Castro's Reagens) gebildet { Fouraier et aL, 1989, Int. J. 
Peptide Protein Res. , ^3, 133-139) , wobei bestiramte Aminosauren 
gemaE Darlegung in Tabelle 5 ausgenomroen warden . 

Der fur die Aminosauren gewShlte Schutz der Seitenkette 
wurde gleichzeitig wahrend der Abspaltung mit Ausnahme von Acm 
am Cystein entf emt , welches nach der Synthese belassen wurde. 

XABELXjE „5 



15 



20 



25 





Scliutzanippe 


KoDp lungs ver f ahren 


Arg 


Mtr oder Pmc 


Beide 


Asp 


OoUt. 


Beide 


Cys 


Acm ( permanent } 


Beide 


Glu 


OBut 


Beide 


His 


BOC 


nur OPfp 


Lys 


Boc 


Beide 




But 


nur BOP 


Thr 


But 


nur BOP 


Tyr 


But 


Beide 


Trp 


keine 


Beide 


Asn 


keine 


nur OPfp' 


Gin 




nur OPfp 



30 



35 



Die Peptide 301, 302 und 305 wurden von dem Harz mit 95 % 
TFA und 5 % Thioanisol (1,5 Std. ) abgespalten und liber eine 
Umkehrphasen- C4 - SSule gereinigt (Puffer A - 0,1 % waErige TFA, 
Puffer B - 80 % ACH 20 % A) . 

Die Peptide 3 03 und 304 wurden von dem Harz mit 95 % TFA 
und 5 % Phenol (5~£ Std. ) abgespalten und uber eine Umkehrpha- 
sen»C4-Saule gereinigt. (Puffer wie oben) , 
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10 



Die Peptide 306 und 3 08 werden von dem Harz mit 95 % TFA 
und 5 % Wasser (1,5 Std.) abgespalten und uber eine Umkehrpha- 
sen~C4~Saule gereinigt . (Puffer wie oben) . 

Das Peptid 309 wurde von dem Harz mit 95 % TFA und 5 % 
Xhioanisol abgespalten und uber eine Umkehrphas en- C4 - Saul e ge- 
reinigt, {Puffer wie oben) . 

Das Peptid 307 wurde von dem Harz mit einer Mischung von 
33 % TFA, 3,1 % Anisol, 2,97 % Ethylmetfcylsulf id und 0,35 % 
Ethandi thiol (3 Std. ) abgespalten und uber eine Umkehrphasen- C4 - 
S&ule gereinigt. (Puffer wie oben) . 



15 



ERGBBHIS5R 



Typische Ergebnisse aus dem M£b-EDISA unter Verwendung der 
7- und 10 -mere sind in Fig. 21 dargestellt. Zusammen mit den 
Ergebnissen der FACTS Assays unter Verwendung der Anti-Peptid- 
Seren der Schafe (dargestellt in Tabelle 6} enthalten die ffol- 
genden Regionen von TNF die Bindungsstellen der Anti-TNF-MAbs . 



25 



MAb 1 
MAfo 11: 
MAb 12s 
MAb 21: 
MAb 25: 
MAb 32: 
MAb 37: 
MAb 42: 
MAb 47: 
MAb 53: 
MAb 54 : 



Reste 1-18, 58-65, 115-125, 138-149 

Reste 49-98 

Reste 22-40, 70-87 

Reste 1-18, 76-90 

Reste 12-22, 36-45, 96-105, 132-157 
Reste 1-26, 117-128, 141-153 
Reste 22-31, 146-157 

Reste 22-40, 49-96, 110-127, 136-153 
Reste 1-18, 108-128 

Reste 22-40, 69-97, 105-128, 135-155 
Reste 56-79, 110-127, 136-155 



30 
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TABELLE 6 

iii nHa l .,1 , | i i il l ITTni mi T i mni» » «i«iiii» i w» 8Sfe 



QfeglXXT^VE BIMPIMG VQN TNF DURCH MQNOKTOTJAT.E ANTT-TNV- 
M?TIK6RPSR IN GEGENW RRT VON -PKPTTn- 



MAb/Peptid-Seren 



275 


301 


305 


306 


3 07 


1 


+ 




mm. 




11 










12 


+ 


■r 




++ 






"» 






25 










3 2 ** 4 ° 


++++ 


4- 






37 




4-/- 






47 




MO 






53 








+ 


54 


j»i|)h 








42 


+ 






4- 



20 

Bemerkung 1: - bedeutet keine Kompetition, + bedeutet leich- 
te Competition bei hoher Konzentration an Anti-Peptid-Antiseren 
(1/5 0) , ++++ bedeutet starke Kompetition durch Anti-Peptid- 
25 Serexx gleich derjenigen des homologen MAbs* 

Bemerkung 2: in diesem Assay wurden lediglich Peptide einge- 
setzfc, die zu Seren fubrten, welche den gesarnten TNF erkannten. 



30 SC HLUSFOLGERUNGEN 

Eine Kartierung der von jedem der MAbs erkannten Regionen 
hat gezeigt, dafi die MAbs der Gruppe I (MAbs 1, 21, 47, 54, 37, 
32 und 25) mit Ausnahme der MAbs 37 und 54 den TNF gem&S Dar~ 
st el lung auf dem scbematischen Diagratnm in der Region der Re~ 
35 ste 1-18 b inden , wahrend die MAbs der Gruppe II des schemati- 
scb.cn Diagramms (MAbs 11, 12, 53 und 42) den TNF in der Region 
der Reste 70-96 binden, welche eine sogenamte palindromiscfae 
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Schleife der dreidimensionalen Struktur des TNF einschliefit. Die 
MAbs, welche die Aktivitat zur Induktion endothelialer Gerin- 
nungsfakto:rvorstufen inhibieren (MAbs 1, 32, 42, 47, 54 und S3) , 
binden samtlichst in der Region der Reste 108-128, welche wie- 
5 derum eine Schleif enstruktur in dem dreidimensionalen Mode 11 
enthalt und darauf hinweisen kann, daS diese Reqion mit TNF- 
Kezeptoren interagierc. die auf Enaothelsellen. nicht aber auf 
Tumorzellen gefunden werden . Der MAb 32, welcher die in vivo- 
Tumorruckbildung und die antivirale Aktivitat des TNF poten- 
10 ziert, ist der einzige Antik&rper, der samtliche der mit den 
Resten 1-26, 117-128 und 141-153 assoziierten Schleif enregionen 
bindet , und somit ist die Bindung an diese Regionen entscheidend 
fur eine verstarkte TNF - Bi oakt ivi t a t bei gleichzeitiger Verrin- 
gerung der Toxizitat fur normale Zellen. 
15 Wie sich aus Tabelle 2 ergibt , uben die MAbs 1, 47 und 54 

denselben Effekt auf die Bioaktivitat von TNF aus. Aus den oben 
dargelegten Ergebnissen wird gefolgert, daS diese drei monoklo- 
nalen Antrkdrper an ahnliche Regionen des TNF-Molekuls binden. 
DemgemaS wird davon ausgegangen, dafi ein Ligand, welcher an TNF 
2 0 in mindestens zwei Regionen bindet, ausgewahlt aus der Gruppe 
bestehend haupt sachl ich aus der Region der Reste 1-20, der Re- 
gion der Reste 56-77, der Region der Reste 108-128, und der Re- 
gion der Reste 138-149, die Bioaktivitat von TNF in einer Weise 
beeinflussen wird, die derjenigen der MAbs 1, 47 und 54 ahnlich 
25 ist . GleichermaEen wird davon ausgegangen, daS ein Ligand, wel- 
cher an TNF haupt sachl ich in den Region der Reste 1-20 und 76-90 
bindet, denselben Effekt auf die Bioaktivitat von TNF ausubt wie 
der MAb 21. Ein Ligand, der an TNF hauptsachlich in den Regionen 
der Reste 22-40 und 69-97 bindet, wird den gleichen Effekt auf 
die Bioaktivitat von TNF ausuben wie der MAb 12. Von einem Li- 
ganden, der an TNF hauptsachlich in den Regionen der Reste 1-30, 
117-128 und 141-153 bindet, wurde man erwarten, da£> er denselben 
Effekt auf die Bioaktivitat von TNF ausubt wie der MAb 32, und 
von einem Liganden, der an TNF hauptsachlich in den Regionen der 
35 Reste 22-40, 49-97, 110-127 und 136-153 bindet , wurde man erwar- 
ten, dag er denselben Effekt auf die Bioaktivitat von TNF ausubt 
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wie der MAb 42. Von einem Liganden, der an TNF haupts&chlich in 
den Regionen der Reste 22-31 und 146-157 bindet, wurde man er- 
warten, daS er denselben Effekt auf die Bioaktivitat von TNF 
ausubt wie der MAb 37 , und von einem Liganden, der an TNF haupt- 
5 s&chlich in den Regionen der Reste 22-40, 69-97, 105-128 und 
135-155 bindet, wiirde man erwarten, dafi er denselben Effekt auf 
die Bioaktivitat von TNF ausubt wie der MAb 53. 

Die Erf inder der vorliegenden Anmeldung haben deutlich 
gezeigt, daS die Bioaktivitat von TNF durch die Bindung eines 

10 Liganden an den TNF ver§jadert werden kann, und d^fi der Effekt; 
auf die Bioaktivitat eine Funktion der Spezifitat des Liganden 
ist. Beispielsweise resultiert die Bindung des MAb 32 an TNF in 
den Regionen der Reste 1-26, 117-128 und 141-153 "in der TNF- 
Aktivitat zur Induktion von endothelialen Gerinnungsf aktorvor- 

15 stufen, und eine Bindung von TNF an Rezeptoren auf Endothelzel- 
len wird inhibiert, die Aktivit&ten des TNF zur Induktion der 
Tumor- Fibrinablagerung und zur Tumor ruckb i Idung werden ver- 
stlrkt, und die Zytotoxizitafc wird unbeeinf luSt und die Aktivi- 
tat en des TNF zur Tumor - Re 2 ep t orbindung werden unbeeinf luSt oder 

2 0 versfcarkt* Es wird davon ausgegangen, daS dieser Effekt auf die 
Bioaktivitat des TNF auf die Verhinderung der Bindung des durch 
den MAb 32 erkamiten Epitops des TNF an naturlich vorkommende, 
biologisch aktive Liganden zuruckgefubrt werden kann. 

Demgem&S wird davon ausgegangen, dafi ein zum MAb 32 ahn- 

25 licher Effekt audi durch einen Liganden erzielt werden konnte, 
der an eine Region von TNF derart bindet, da£ das Epitop, wel- 
ches durch den MAb 32 erkaimt wird, an der Bindung an naturlich 
vorkoramende, biologisch aktive Liganden gehindert wird. Diese 
Verhindertmg der Bindung kann auf eine sterische Behinderung 

30 oder auf andere Mechanismen zuruckzufuhren sein. 

Demgeraafi ist es beabsichtigt , dafi die Verhinderung der 
Bindung von Ep it open, die von den zahlreichen, vorliegend be- 
schriebenen monoklonalen Antikorpern erkannt werden, an natur- 
lich vorkommende , biologisch aktive Liganden innerhalb des 

35 S chut zber e i chs der vorliegenden Erf indung liegt . 
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gat en t anspruche _fur die Vertraqasfcaa^ ^p . 
CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, NL und SE 



1. Antikorper oder Ant ikSrper fragment rait der F&higkeit zur 
Bindung an TNF, wobei der Antikorper oder das Antikorper- 
fragment dadurch gekennzeichnet ist, daS, wenn er bzw. es an 
TNF bindet, die Aktivitat des TNF zur Induktion von endothe- 
lialen Gerinnungsf aktorvorstuf en inhibiert wird, wobei der 
Antikorper oder das Antikorperf ragment derart an den TNF 
bindet, dafi das Epitop des TNF, definiert durch die topogra- 
phische Region von 1-18, 58-65, 115-125 und 138-143, oder 
die topographische Region der Reste 1-18 und 108-128, oder 
die topographische Region der Reste 56-79, 110-127 und 135- 
155, oder die topographische Region der Reste 1-30, 117-128 
und 141-153 , oder die topographische Region der Reste 1-18, 
oder die topographische Region der Reste 22-40, 49-97, 110- 
127 und 136-153 , oder die topographische Region der Reste 1- 
20 und 76-90, oder die topographische Region der Reste 22- 
40, 69-97, 105-128 und 135-155, im wesentlichen an der Bin- 
dung an naturlich vorkommende, biologisch aktive Liganden 
gehindert wird . 

2. Antikorper oder Ant ik6rperf ragment nach Anspruch 1, wobei 
der Antikorper oder das Antikorper fragment ferner dadurch 
gekennzeichnet ist, daS, wenn er bzw. es an TNF bindet, die 
Aktivitaten des TNF zur Tumorruckbildung, zur Induktion der 
Tumor - Fibr inablagerung , zur Zytotoxizitat und zur Rezeptor- 
bindung inhibiert werden, wobei der Antikdrper oder das 
Antikorperf ragment derart an den TNF bindet, da£ das Epitop 
des TNF, definiert durch die topographischen Regionen der 
Reste 1-18, 58-65, 115-125 und 138-149, oder die topographi- 
sche Region der Reste 1-18 und 108-128, oder die topographi- 
sche Region der Reste 56-79, 110-127 und 135-155, im wesent- 
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lichen an der Bindung an naturlich vorkommende , biologisch. 
aktive Liganden gehindert wird. 

3. Antikorper oder AntikSrperf ragment nach Anspruch 1 oder 2, 
wobei der Antik6rper oder das Antikorper fragment ein mono- 
klonaler Antikorper, ausgewahlt aus MAb 1 (ECACC 89080301), 
MAb 54 (ECACC 89083103) und MAb 47 {ECACC 89121402), oder 
ein Fragment davon ist . 

4. Verwendung eines Antikorper s oder eines Antikorperf ragments 
gem&S Anspruch 2 oder 3 bei der Herstellung eines Mittels 
2ur Behandlung eines Toxins chocks „ 

5. Antikorper oder Antikorperf ragmen t nach Anspruch 1, wobei 
der AntikSrper oder das Ant ikdrper fragment femer dadurch 
gekennzeichnet ist , daS, wenn er bzw. es an TNF bindet, die 
Bindung des TNF an Reseptoren auf Endothelzellen inhibiert 
wird, die Akti vita ten des TNF zur Xnduktion der Tumor-Fi- 
brinablagerung und zur Tumorriickbi Idung verst&rkt warden, 
die Zytotoxizit&t des TNF nicht beeinflufit wird, und die 
Aktivitat des TNF zur Bindung an den Tumorre zept or nicht 
beeinflufit oder verst&rkt wird, wobei der Antikorper oder 
das Antikorperf ragment derart an TNF bindet, dafi das Epitop 
des TNF, def iniert durch die topographs sche Region der Reste 
1-30, 117-128 und 141-153 oder die topographs s che Region der 
Reste 1-18, im we sent lichen an der Bindung an naturlich 
vorkommende, biologisch aktive kiganden gehindert wird. 

6. Antikorper oder Ant ik&rper fragment nach Anspruch 5, wobei 
der Antikorper oder das Antikorperf ragment an den humanen 
TNF in den topographischen Regionen der Reste 1-26, 117-128 
und 141-153 bindet. 

7. Antikorper oder Antikorperf ragment nach Anspruch 6, wobei 
der Antikorper oder das Antikorperf ragment der MAb 32 (ECACC 
89080302 ) oder ein Fragment davon ist. 
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8 . Aiitik6rper oder Antikorper fragment nach Anspruch 5 , wobei 
der Antikorper oder das Antikorperf ragment an die Reste 1-18 
des humanen TNF (Peptid 301) bindet. 

9. Antikorper oder Ant ikSrper fragment nach Anspruch 1, wobei 
der Antikorper oder das Antikorper fragment ferner dadurch 
gekennzeichnet ist, da£, wenn er bzw. es an TNF bindet , die 
Aktivitaten des TNF zur Zytotoxizitat und TumorrUckbildung 
nicht beeinf lufit werden, die Aktivitat des TNF zur Induktion 
der Tumor- Fibr inablagerung inhibiert wird, und die Aktivit&-~ 
ten des TNF zur Rezeptorbindung nicht beeinfluSt warden, 
wobei der AntikSrper oder das Antikorper fragment derart an 
TNP bindet, daE das Epitop des TNF, definiert durch die 
t opographi s chen Regionen der Reste 22-40, 49-37, 110-127 und 
136-153, im wesentlichen an der Bindung an naturlich vorkom- 
mende , biologisch aktive Liganden gehindert wird. 

10. Antikorper oder Antikorper fragment nach Anspruch 9, wobei 
der Antikorper oder das Antikorper fragment der MAb 42 (ECACC 
89080304) oder ein Fragment davon ist. 

11. Verwendung eines Antikorpers oder eines Ant i korpe r f r agment s 
gemaB einem der Anspruche 5 bis 10 bei der Herstellung eines 
Mitt els zur Behandlung von Tumoren, die durch die Wirkung 
von TNF inhibiert werden . 



12. Verwendung nach Anspruch 11, bei der der Tumor ausgewahlt 
wird aus der Gruppe bestehend aus Melanom, Mamma- und Bla- 
senkarzinomen. 



13. Produkt , enthaltend einen Antikorper oder ein Antikorper- 
fragment gemaS einem der Anspruche S bis 10 und ein zytoto- 
xisches Arzneimittel zur simultanen, s equent ie 1 len oder ge- 
sonderten Verabre ichung im Rahmen einer Kr ebs therapie . 
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14, Produkt nach Anspruch 13, bei detn das zytotoxische Arznei- 
mittel ausgewahlt ist aus der Gruppe besteliend aus Vinbla- 
stic, Azyklovir, Interferon- a, IL-2, Dactinomycin, AZT, 
Adriamycin, Mytomyc in c, Zy t o s ina r ab i no s id , Daunorubicin, 
Cisplatin, Vincristin, 5-Fluorouracil und Bleomycin- 

15, AntikSrper oder Antikorperf ragment nach Anspruch 1, wobei 
der Antikorper. oder das Antikorperf ragment ferner dadurch 
gekennzeichnet ist , da£, wenn er bzw. es an TNF bindet , die 
Aktivitat des TNF zur Tumor- Fibrinailagerung verstarkt und 
die Aktivitaten des TNF zur Zytotoxizitat , zur Tumorriickbil- 
dung und zur Rezep torb indung inhibiert wer den , wobei der 
Antikorper oder das Antikorperf ragment derart an TNF bindet, 
daS das Epitop des TNF, definiert durch die t opogr aphi s c hen 
Regionen der Reste 1-20 und 76-90, im wesent lichen an der 
B indung an naturlich vorkommende , biologisch aktive Liganden 
gehindert wird. 

IS. Antikorper Oder Ant ikorper fragment nach Anspruch 15, wobei 
der Antikorper oder das Antikorperf ragment an TNF in den 
Regionen der Reste 1-18 und 76-90 bindet, 

17. Antikorper oder Antikorperf ragment nach Anspruch 15 oder IS, 
wobei der Antikorper oder das Antikorperf ragment der MAb 21 
(ECACC 90012432) oder ein Fragment davon ist. 

18, Antik6rper oder Ant ikdrper fragment nach Anspruch 1, wobei 
der Antikorper oder das Antikorperf ragment ferner dadurch 
gekermzeichnet ist, daS, wenn er bzw. es an TNF bindet, die 
Aktivitat des TNF zur Tumor-Fibrinablagerung nicht beein- 
fluSt wird und die Aktivitaten des TNF zur Zyto toxi z i ta t , 
zur Tumorruckbi Idung und zur Rezeptorbindung inhibiert war- 
den, wobei der Antikorper oder das Antikorper fragment derart 
an TNF bindet, dafi das Epitop des TNF, def iniert durch die 
t opogr aphi s chen Regionen der Reste 22-40, 69-97, 105-128 und 
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135-155, im wesent lichen an der Bindung an naturlich vorkom- 
mende, biologisch aktive Liganden gehindert wird. 

19 . Antikorper oder Antikorper fragment nach Anspruch 18, wobei 
der Antikorper oder das Ant ikdrper fragment der MAb 53 {ECACC 
90012433) oder ein Fragment davon ist. 

20 . Antikorper oder Antikorper fragment mit der Fahigkeit zur 
Bindung an den humanen TNF in der Weise, daiS, wenn er bzw- 
es an TNF bindet , die Aktivitat des TNF sur Tumor-Fibrin- 
ablagerung verstarkt wird, die Aktivitat des TNF zur Induk- 
tion von endothelialen Gerinnungsf aktorvorstuf en nicht be- 
einf luBt wird, und die Aktivitat en des TNF zur Zytotoxizi- 
tat, zur Tumorruckbi ldung und zur Rezeptorbindung inhibiert 
werden, dadurch gekennzeichnet, daS, wenn der Antikdrper 
oder das Antikorper fragment an den TNF bindet, das Epitop 
des TNF, def iniert durch. die t opographi s chen Regionen der 
Reste 12-22, 36-45, 96-105 und 132-157, im wesentlichen an 
der Bindung an naturlich vorkommende , biologisch aktive 
Liganden gehindert wird, und/ oder daS der Antikorper oder 
das Antikorper fragment an den humanen TNF in den t opographi - 
schen Regionen der Reste 12-22, 36-45, 96-105 und 132-157 
bindet . 

21. Antikdrper oder Antikorper fragment nach Anspruch 20, wobei 
der Antikorper oder das AntikSxper fragment der MAb 25 (ECACC 
89121401) oder ein Fragment davon ist, 

22. Antikarper oder Ant ikorpe r f r agmen t mit der FShigkeit zur 
Bindung an den humanen TNF in der Weise, daS die Aktivitaten 
des TNF zur Tumor - F ibr i nab 1 age rung , zur Induktion von endo- 
thelialen Gerinnungsfaktorvorstufen, mr 2y t otoxi z i t a t , zur 
Tumor ruckbildung und zur Rezeptorbindung nicht beeinf luSt 
werden , dadurch gekennzeichnet , daS, wenn der Antikorper 
oder das Antikfirperf ragment an den TNF bindet, das Epitop 
des TNF, def iniert durch die topograph! schen Regionen der 
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Reste 22-31 und 246-157, ira wesent lichen an der Eindung an 
natiirlich vorkornmende , biologisch aktive Liganden gehindert 
wird, und/oder daS der Antikdrper Oder das Antikorperf rag- 
merit an den humanen TNF in den t opogr aphi schen Regionen der 
Reste 22-31 und 146-157 bindet. 

23. Antikorper Oder Ant i korpe r f r agmen t nach Anspruch 22, wobei 
der AntikSrper oder das Antikdrper fragment der MAb 37 (ECACC 
89090303) oder ein Fragment davon ist > 

24. Antikdrper oder Ant ik6rper fragment mit der Fahigkeit zur 
Bindung an den humanen TNF in der Weise, dafi die Aktivitat 
des TNF zur Induktion von endothelialen Gerinnungsf aktor- 
vorstufen nicht beeinf luBt wird, und die Aktivit&ten des TNF 
zur Zytotoxizitat, zur Tijmor ruckbi Idung , zur Tumor -Fibrin- 
ablagerung und zur Rezeptorbindung inhibiert warden, dadurch 
gekennzeichnet , da£, wenxi der Antikorper oder das Antikor- 
perfragment an den TNF bindet , das Epitop des TNF, def iniert 
durch die t opogr aph i s c hen Regionen der Reste 22-40 und ent- 
weder 49-98 oder 70-87, im wesent lichen an der Bindung an 
natiirlich vorkornmende , biologisch aktive Liganden gehindert 
wird, und/oder dafi der Antikdrper oder das Ant ikSrperf rag- 
ment an den humanen TNF in der topographischen Region der 
Reste 22-40 und entweder 49-98 oder 70-87 bindet , wobei der 
Antikorper nicht der Antikorper AM-195 ist, der durch die 
Zelllinie ECACC 87050801 sekretiert wird. 

25. Zusammensetzung, umfassend TNF und einen Antikorper oder ein 
Ant ikdrperfr agmen t gemafi einem der Anspruche 1-3, 5-10 oder 
15-24 , bei der der Ligand an den TNF gebunden ist . 

26. Antikorper oder Antikorper fragment nach einem der Ansprk- 
che 1-3, 5-10 oder 15-24 zur medizinischen Verwendung . 
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